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FLC freie ț- und Ȝ-Leichtketten 
MM Multiple Myelom 
LC-MM Leichtketten-Multiple Myelom 
MW Morbus Waldenström 
MGUS Monoklonale Gammopathie unbestimmter Signifikanz 
IMWG International Myeloma Working Group 
KM Knochenmark 
CRAB-Kriterien Hypercalcaemia, Renal impairment, Anemia, Bone lesions   






UPE Urinelektrophorese im 24-Stundensammelruin 
HLC Leichtkettenspezifische Immunglobuline 
HLC-Ratio Igț/IgȜ-Verhältnis eines Immunglobulin-Paares 
















1.1 Monoklonale Gammopathien 
1.1.1 Definition und Epidemiologie Monoklonaler Gammopathien 
 
Die Monoklonale Gammopathie ist definiert durch das Vorhandensein monoklonaler Proteine 
(MP) im Serum, die bei einer unkontrollierten Proliferation eines Plasmazellklons oder deren 
Vorläuferzelle entstehen. [1] Diese MP werden auch als Paraproteine beschrieben und es 
handelt sich dabei vorwiegend um intakte Immunglobuline (Ig), bestehend aus 2 identischen 
Schwerketten und 2 identischen Leichtketten. Je nach Schwerketten-Typ werden 
Monoklonale Gammopathien vom Typ IgA (α-), IgD (į-), IgE (İ-), IgG (Ȗ-) oder IgM (ȝ-
Schwerketten) unterschieden. [2] In seltenen Fällen finden sich keine intakten Antikörper 
(AK)-Moleküle, sondern nur freie kappa (ț)- oder lambda (Ȝ)-Leichtketten (FLC) im Serum. 
Lassen sich homologe Leichtketten im Urin nachweisen, bezeichnet man diese als Bence-
Jones-Proteine. [3] 
Jährlich erkranken in Deutschland etwa 6500 Patienten neu an der typischen malignen 
Variante Monoklonaler Gammopathien, dem Multiplen Myelom (MM). Es ist nach 
Leukämien und Non-Hodgkin-Lymphomen die dritthäufigste hämatologische Neoplasie und 
für zirka 1% aller Malignitäten verantwortlich. [4] Die Erkrankung tritt typischerweise erst im 
höheren Lebensalter auf und zeigt einen deutlichen Anstieg der Erkrankungshäufigkeit ab 
dem Alter von 50 Jahren. Es besteht eine geschlechtsspezifische und ethnische Variabilität. 
Männer sind häufiger betroffen als Frauen und die Inzidenz des MM ist in der schwarzen 
Bevölkerung deutlich höher. [5] Hauptsächlich produzieren die Tumorzellen Paraproteine 
vom Typ IgG (50%) und IgA (20%) oder im Fall des Leichtketten-Multiplen Myeloms (LC-
MM) nur Ig-Leichtketten (16%). Der Nachweis von monoklonalen IgD und IgE ist sehr 
selten. [6, 7] Eine IgM-Paraproteinämie beobachtet man vorwiegend bei Patienten mit 
Morbus Waldenström (MW), einem lymphoplasmozytischen Lymphom. [8] Neben malignen 
Varianten wird eine Monoklonale Gammopathie unbestimmter Signifikanz (MGUS) 
unterschieden, die lediglich durch den Nachweis von MP ohne Symptome oder 
Malignitätskriterien gekennzeichnet ist. [9] Die MGUS ist die häufigste Monoklonale 






1.1.2 WHO-Einteilung und diagnostische Kriterien Monoklonaler Gammopathien laut 
International Myeloma Working Group (IMWG) 
 
Zu den Monoklonalen Gammopathien zählen verschiedene Erkrankungen mit überwiegend 
hämatologisch malignem Ursprung. [11] Die aktuellen Kriterien zur Differenzierung 
Monoklonaler Gammopathien wurden von der IMWG 2014 neu definiert und sind in der 
Tabelle 1 und 2 dargestellt. Neben dem Nachweis von MP beinhalten diese Kriterien die 
Infiltration des Knochenmarks (KM) durch klonale Plasmazellen und definierte 
Endorganschäden. [12] Diese  Myelom-assoziierten Endorganschäden sind als CRAB-
Kriterien beschrieben und beinhalten Hyperkalziämie, Nierenversagen, Anämie und 
Knochenläsionen. [13] Im Rahmen der Klassifikation werden die MGUS, das Smoldering 
Multiple Myelom (SMM), das MM und andere proliferative Plasmazellerkrankungen wie der 
MW, das solitäre Plasmozytom und die Leichtketten (AL)-Amyloidose unterschieden. 
Bei der MGUS handelt es sich um eine prämaligne Plasmazellstörung,  die ausschließlich 
durch den laborchemischen Nachweis von MP ohne KM-Infiltration klonaler Plasmazellen 
und durch das Fehlen von Myelom-assoziierten Endorganschäden charakterisiert ist. [14] 
Entsprechend der Expression von Ig-Schwerketten oder Ig-Leichtketten erfolgt die 
Unterteilung in Nicht-IgM-MGUS, IgM-MGUS und Leichtketten-MGUS (LC-MGUS). [15] 
Studien belegen, dass ein lebenslanges Progressionsrisiko von 1% zum MM oder einer 
verwandten proliferativen Plasmazellerkrankung besteht. [16, 17] Das SMM ist ein Stadium 
zwischen MGUS und MM. Betroffene sind durch eine höhere Konzentration von MP im 
Serum und durch eine stärkere KM-Infiltration durch Myelomzellen gekennzeichnet, aber 
erfüllen nicht die Kriterien eines symptomatischen MM oder einer anderen verwandten 
Plasmazellerkrankung. [12] Das Gesamtprogressionsrisiko ist mit 10% in den ersten 5 Jahren 
nach Diagnosesicherung deutlich höher. [18] Dabei korreliert das Risiko mit der MP-
Konzentration, dem MP-Typ und dem Verhältnis zwischen ț- und Ȝ-Leichtketten im Serum 
(FLC-Ratio). Auf Grundlage dieses Wissens hat die IMWG Patienten mit MGUS und SMM 
in Risikogruppen unterteilt und eine Empfehlung für das Patientenmanagement 
herausgegeben. [19, 20] Das MM gehört laut WHO-Klassifikation zu den aggressiven B-Zell-
Non-Hodgkin-Lymphomen. [11] Die Diagnose ist durch den bioptisch gesicherten Nachweis 
einer KM-Infiltration durch klonale Plasmazellen und die Manifestation von 
Endorganschäden definiert. Zusätzlich zu den CRAB-Kriterien wurden 2014 neue Biomarker 
für die Diagnosekriterien eingeführt (Tabelle 2), um asymptomatische Hochrisikopatienten 
mit einem SMM, die eine erhöhte Wahrscheinlichkeit zum Krankheitsprogress besitzen, 




des MM. In Falle des seltenen nicht-sekretorischen MM  können trotz bioptisch gesicherter 
Infiltration durch klonale Plasmazellen keine MP serologisch nachgewiesen werden, da weder 
intakte AK noch freie Leichtketten als Tumorprodukt sezerniert werden. [21, 22] Das solitäre 
Plasmozytom ist eine weniger progressive Form des MM. Hier findet sich ein 
Plasmazelltumor mit einer einzelnen lokalen Anhäufung von Myelomzellen im KM 
(intramedullär) oder extramedullär. [12] Es lassen sich keine Anzeichen einer systemischen 
Erkrankung und nur in seltenen Fällen MP nachweisen. Die Diagnose muss mittels Biopsie 
gesichert werden. [23] Der MW zählt zu den indolenten B-Zell-Lymphomen. [11] 
Charakterisiert ist die Erkrankung durch eine obligate Monoklonale IgM-Gammopathie und 
eine lymphoplasmozytische KM-Infiltration. [9, 12] Monoklonale Gammopathien können 
neben den Myelom-assoziierten Endorganschäden weitere Systemerkrankungen bedingen. 
Bei der AL-Amyloidose kommt es zur Ablagerung strukturell veränderter, nicht-löslicher 
Leichtketten (80% Ȝ-Leichtketten) in Geweben, die zu schweren Organschäden führen 
























Diagnostische Kriterien* für Monoklonale Gammopathien 
Nicht-IgM-MGUS 
 MP im Serum (nicht IgM-Typ) < 30 g/L 
 klonale Plasmazellinfiltration des KM <10% 
 keine Endorganschäden (CRAB-Kriterien1) oder systemische AL-Amyloidose 
IgM-MGUS 
 MP im Serum (IgM) < 30 g/L 
 lymphoplasmozytische KM-Infiltration < 10% 
 keine Anämie, Lymphadenopathie, Hyperviskosität oder andere Endorganschäden einer 
lymphoproliferativen Erkrankung  
LC-MGUS 
 kein Ig-MP im Serum 
 anormales FLC-Verhältnis mit Erhöhung der involvierten Leichtkette2 
 MP im Urin < 500 mg/24 Std 
 klonale Plasmazellinfiltration des KM <10% 
 keine Endorganschäden (CRAB-Kriterien1) oder systemische AL-Amyloidose 
SMM 
 MP im Serum (nicht IgM-Typ) ≥ 30 g/L oder MP im Urin ≥ 500 mg/24 Std und/oder  
klonale Plasmazellinfiltration des KM 10-60% 
 keine Endorganschäden (CRAB-Kriterien1) oder systemische AL-Amyloidose 
Solitäres Plasmozytom 
 bioptisch gesicherter isolierter Plasmazelltumor intra- oder extramedullär  
 keine multilokuläre KM-Infiltration oder  klonale Plasmazellinfiltration des KM <10%  
 keine Endorganschäden (CRAB-Kriterien1) und keine weitere Knochenläsion mit Ausnahme  
der primären solitären Läsion  
AL-Amyloidose 
 Nachweis einer Monoklonalen Gammopathie (MP in Serum oder Urin) 
 amyloid bedingte Systemerkrankung (z. B. Nieren-, Leber-, Herzinsuffizienz oder Beteiligung von 
Gastrointestinaltrakt oder peripheren Nerven) 
 bioptisch gesicherte leichtkettenspezifische Amyloidablagerung im Gewebe (Kongorotfärbung) 
 
* alle Diagnosekriterien müssen erfüllt sein; 1Abkürzung für definierte Grenzwerte der Endorganschäden beim MM - C:Hyperkalzämie, R: 
Niereninsuffizienz, A:Anämie, B:osteolytische Knochenläsion; 2Referenzwerte basieren auf den Serum Freelite® Immunoassay (Binding 
Site Group, Birmingham, UK) 
 







Diagnostische Kriterien für das Multiple Myelom 
MM 
klonale Plasmazellinfiltration des KM ≥ 10% oder bioptisch gesichertes Plasmozytom und mindestens 1 
weiteres definiertes Merkmal: 
 CRAB-Kriterien: 
- Hyperkalziämie: Kalzium im Serum > 0.25 mmol/L oberhalb des oberen Normbereiches 
  oder > 2.75 mmol/L 
- Niereninsuffizienz: GFR1 < 40 mL/min oder Kreatinin im Serum > 177 µmol/L 
- Anämie: Hämoglobin > 2.0 g/dL unterhalb des Normbereiches oder < 10 g/dL 
- Knochenläsionen: ≥ 1 Läsion mittels Röntgenbildgebung, CT2 oder PET3 
 Biomarker: 
- klonale Plasmazellinfiltration des KM ≥ 60% 
- Verhältnis involvierter/nicht-involvierter freier Leichtketten ≥ 1005 
- > 1 fokale Läsion in der MRT4-Bildgebung > 5 mm 
1Glomeruläre Filtrationsrate; 2Computertomographie; 3Positronenemmissionstomographie; 4Magnetresonanztomographie;  
5Referenzwerte basieren auf den Serum Freelite® Immunoassay (Binding Site Group, Birmingham, UK)  
 
Tabelle 2: Überarbeitete diagnostische Kriterien für das MM (IMWG, 2014) [12] 
 
1.1.3 Pathophysiologie und Klinik Monoklonaler Gammopathien 
 
Aufgrund zytogenetischer Anomalien kommt es beim MM zur malignen Transformation und 
klonalen Proliferation einer Plasmazelle. [7] Diese Myelomzellen infiltrieren diffus oder 
multilokulär das  KM und sezernieren vermehrt MP. [26] Daraus resultieren im Verlauf der 
Erkrankung verschiedene Organdysfunktionen. Initial können Patienten asymptomatisch sein 
oder die Beschwerden sind sehr unspezifisch, was oftmals zu einer verzögerten Diagnose 
führt. [27] 
Ein häufiges Erstsymptom sind Knochenschmerzen oder atraumatische Frakturen, die vor 
allem im Bereich des Stammskeletts und Rippen auftreten. Die Manifestation durch 
Knochenbeteiligung findet sich bei 70-80% aller MM-Patienten röntgenologisch als 
osteolytische Läsionen bereits schon zum Zeitpunkt der Diagnosestellung. [6, 28] Sie 
entstehen bei der der Infiltration durch klonale Plasmazellen im KM. Unmittelbarer in der 
Nähe der Myelomzellen kommt es zytokin-vermittelt zu einer Hemmung von Osteoblasten 
und einer erhöhten Osteoklastenaktivität, was zu einem Ungleichgewicht zwischen 
Knochenaufbau und -abbau führt. [29] Durch die Knochenauflösung können große Mengen 




Durch eine destruktive Ausbreitung von Myelomzellen im KM werden die für die 
Hämatopoese verantwortlichen Stammzellen in unterschiedlich starkem Ausmaß verdrängt.  
Bei zirka 73% aller Patienten findet sich eine Anämie. [6, 7] Seltener ist die Thrombo- und 
Leukopoese dadurch beeinträchtigt. Jedoch kann eine Immunparese durch Reduktion der 
nicht-involvierten polyklonalen AK eine erhöhte Infektanfälligkeit zur Folge haben. [30]   
Bei vielen MM-Patienten kann bereits zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ein erhöhtes 
Serum-Kreatinin nachgewiesen werden oder es entwickelt sich mit Fortschreiten der 
Erkrankung häufig eine Nierenfunktionsstörung. [6, 3] Davon betroffen sind gehäuft 
Patienten mit einem LC-MM und einer hochkonzentrierten  Bence-Jones-Proteinurie. 
Aufgrund des kleinen Molekulargewichts von Ig-Leichtketten werden diese glomerulär 
filtriert und im proximalen Tubulus reabsorbiert. Hohe Konzentrationen an zirkulierenden 
FLC verursachen einen dauerhaften tubulointerstitiellen Schaden. [31] Auch eine 
Hyperkalziämie kann durch Ablagerung von Kalziumsalzen im Nierenparenchym zu einer 
Nierenfunktionsstörung führen. [3] 
Das Hyperviskositätssyndrom ist eine weitere Hauptursache für Morbidität von Patienten mit 
Monoklonaler Gammopathie.  Aufgrund einer erhöhten Konzentration an MP im Serum 
kommt es zur Zunahme der Blutviskosität. Infolgedessen sind klinische Manifestationen wie 
körperliche Schwäche, Kopfschmerzen, Schwindel, visuelle Veränderungen und 
Niereninsuffizienz  möglich. Die Schwelle der Hyperviskosität hängt dabei von der MP-
Plasmakonzentration ab und wird aufgrund der IgM-Molekülgröße häufiger bei dem MW 
beobachtet. [32]  
Im Falle der AL-Amyloidose kommt es zu einer lokalisierten Ablagerung von nicht-löslichen 
Ig-Leichtketten in Geweben und führt zu einer Dysfunktion des jeweiligen Organs. Am 
häufigsten betroffen sind Herz (restriktive Kardiomyopathie) und Nieren (Proteinurie, 
Niereninsuffizienz), aber auch eine Hepatosplenomegalie oder periphere Neuropathie können 
dadurch auftreten.  [24, 25]  
 
1.2 Labordiagnostische Möglichkeiten zum Nachweis Monoklonaler Gammopathien 
1.2.1 Strategien und Kriterien der Diagnosefindung 
 
Der Nachweis von MP im Serum spielt eine entscheidende Rolle bei der Diagnostik 
Monoklonaler Gammopathien. Aus diesem Grund schließt die Primärdiagnostik verschiedene 
Testverfahren ein, um mit einer bestmöglichen Empfindlichkeit zuverlässig alle Patienten mit 




Nachweisverfahren im Serum eingesetzt. Laut Empfehlung der IMWG sollten bei klinischem 
Verdacht auf ein MM oder einer verwandten Plasmazellerkrankung eine 
Serumproteinelektrophorese (SPE) und Immunfixationselektrophorese (IFE) durchgeführt 
werden. [34] Darüber hinaus wurde ein hochsensitiver Immunoassay zur quantitativen 
Messung von FLC im Serum eingeführt. [35, 36] Besonders bei Patienten mit einem LC-MM, 
einem nicht-sekretorischen MM oder einer AL-Amyloidose konnte mit diesem 
automatisierten Immunoassay die Sensitivität in der Primärdiagnostik verbessert werden. [37, 
38, 39] Gemäß den aktuell gültigen Leitlinien kann durch die Kombination von 
elektrophoretischen Testverfahren mit dem FLC-Immunoassay im Serum beim Screening von 
Monoklonalen Gammopathien auf Untersuchungen im 24-Stunden-Urin verzichtet werden. 
Außer bei der  Abklärung auf das Vorliegen einer AL-Amyloidose werden jedoch auch 
weiterhin elektrophoretische Urinuntersuchungen empfohlen. [40, 35] Wird ein MM 
diagnostiziert, sollte ebenfalls ergänzend eine Elektrophorese zur Quantifizierung von MP im 
24-Stunden-Sammelurin (UPE) als Basiswert für die weitere Überwachung im 
Krankheitsverlauf durchgeführt werden. [41]  
 
1.2.2 Elektrophoretische Nachweisverfahren im Serum 
 
Mit der SPE werden die im Serum enthaltenen Eiweiße aufgrund unterschiedlicher 
Wanderungsgeschwindigkeit und Ladungsverhalten in einem elektrischen Feld in 5 
Fraktionen (Albumin, α1-, α2-, ȕ- und Ȗ-Bande) aufgetrennt.  Bei dem Nachweis von MP sind 
diese typischerweise als zusätzliche Bande im ȕ-Ȗ-Bereich auf dem elektrophoretischen Gel 
darstellbar und können in Bezug auf des Gesamteiweiß semiquantitativ per Densitometrie 
erfasst werden. [42] Laut internationalen Empfehlungen wird die SPE zum Screening von 
Monoklonalen Gammopathien empfohlen, obgleich die Messmethode mit einer Sensitivität 
von 500-2000 mg/L durch eine unzureichende Empfindlichkeit für FLC und MP in sehr 
niedrigen Konzentrationslevels charakterisiert ist. [36, 43] Zudem wird häufig eine 
Überlagerung von IgA-Paraproteinen mit anderen Serumeiweißen der ȕ-Fraktion beobachtet, 
so dass eine eindeutige Abtrennung einer monoklonalen Bande dadurch erschwert wird. [44] 
Durch die Möglichkeit einer relativen Quantifizierung wird die SPE neben der 
Primärdiagnostik insbesondere für die Krankheitsüberwachung genutzt. [45]  
Die IFE zeichnet sich durch eine Kombination aus SPE und Immunpräzipitation aus. Dabei 
werden nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine monospezifische Antiseren 




auf das Gel aufgetragen. Die Präzipitate der Antigen-Antikörper-Komplexe können nach dem 
Auswaschen der ungebundenen Proteine angefärbt und spezifisch abgebildet werden.  [42] 
Mit einer Sensitivität von 100-150 mg/L gilt die IFE als Standartindikator für die 
Anwesenheit von MP. [36] Sie erlaubt jedoch keine Quantifizierung von Paraproteinen und 
hat somit nur einen begrenzten Nutzen bei der Krankheitsüberwachung Monoklonaler 
Gammopathien. Ein weiterer gemeinsamer Nachteil der elektrophoretischen Techniken ist der 
aufwendige Arbeitsprozess und die beobachterabhängige Auswertung. 
 
1.2.3 Quantitative Bestimmung freier ț- und Ȝ-Leichtketten mittels Immunoassay im Serum 
 
Mit der Entwicklung des automatisierten polyklonalen FLC-Immunoassay (Freelite®, Binding 
Site Group Ltd, Birmingham UK) gibt es seit 2001 erstmalig die Möglichkeit ungebundene ț- 
und Ȝ-Leichtketten von Ig qualitativ und quantitativ im Serum zu bestimmen. Die Berechnung 
des Verhältnisses von ț- zu Ȝ-Leichtketten (FLC-Ratio) liefert einen numerischen Indikator 
für Klonalität.  [36] Neben Bradwell et al. konnten verschiedene Arbeitsgruppen eine sehr 
gute Spezifität und eine höhere Sensitivität im Vergleich zur IFE nachweisen. Insbesondere 
bei der Identifizierung von Patienten mit einer Leichtketten-Gammopathie oder einem nicht- 
bis oligosekretorischen MM zeigt der Test gegenüber elektrophoretischen Messverfahren 
bessere Ergebnisse. [37, 38, 39] Aufgrund einer sehr kurzen Halbwertszeit von FLC 
gegenüber intakter AK im Blut bietet das Testverfahren zudem Vorteile für eine genaue 
Überwachung von Krankheitsprogression und Therapieansprechen. [37] Darüber hinaus 
konnte gezeigt werden, dass die Höhe der anormalen FLC-Ratio einen unabhängigen 
Parameter für die Prognose bietet. [35, 46, 47]  Auf der Grundlage zahlreicher Studien mit 
Einsatz des Freelite® Immunoassays hat sich die Bestimmung von freien ț- und Ȝ-
Leichtketten im Serum als ein wichtiger diagnostischer, prognostischer und therapeutischer 
Marker bewiesen und ist Bestandteil der internationalen Empfehlungen zur Diagnostik und 
Therapieüberwachung von Monoklonalen Gammopathien, insbesondere von Patienten mit 
LC-MM, AL-Amyloidose und nicht-sekretorischem MM.  [35] Jedoch können mit dem 
Verfahren keine intakten monoklonalen Ig erfasst werden, so dass eine Kombination mit 
elektrophoretischen Methoden weiterhin notwendig ist.  
Derzeit gibt es weitere Tests zur Quantifizierung von FLC im Serum. 2011 wurde der 
monoklonale Immunoassay (N-Latex-FLC-Assay, Siemens Healthcare) eingeführt und 
verschiedene Arbeitsgruppen konnten eine gute Vergleichbarkeit mit dem etablierten 




Konzentrationsmessung von Ȝ-Leichtketten minimale Diskrepanzen zwischen den Analysen. 
[49, 50] 
 
1.2.4 Quantifizierung monoklonaler Proteine als entscheidender Parameter zur 
Überwachung der Tumoraktivität im Krankheitsverlauf 
 
Die Quantifizierung von MP ist ein bedeutendes Kriterium in der Krankheitsüberwachung 
von Patienten mit Monoklonalen Gammopathien. [41, 51]  Die aktuell gültigen Leitlinien zur 
Verlaufskontrolle der MP-Konzentration empfehlen in erster Linie eine densitometrische 
Messung durch die SPE im Serum. [45, 52] Eine präzise Quantifizierung ist mittels SPE 
jedoch nicht immer möglich und nicht in allen Fällen lassen sich Paraproteine als eindeutige 
monoklonale Bande durch Eiweißüberlagerungen in der elektrophoretischen Auftrennung 
abgrenzen. Häufig wird dies bei MP vom Typ IgA durch Wanderung mit anderen Eiweißen in 
die ȕ-Fraktion beobachtet. [53, 44, 53] Zu Messabweichungen kann es darüber hinaus bei 
niedrigen MP-Konzentrationen vor einem polyklonalen Ig-Hintergrund kommen und sehr 
hohe Konzentrationen monoklonaler Ig können bei Anwendung der SPE unterschätzt werden. 
[43, 54, 55] In diesen gesonderten Fällen wird eine nephelometrische Analyse zur Ig-
Quantifizierung bevorzugt. [45, 56]  Jedoch erlaubt das Messverfahren keine Unterscheidung 
zwischen monoklonalen und polyklonalen Ig, was insbesondere bei niedrigen oder 
normwertigen Ig-Konzentrationen relevant ist. Zudem kann es bei einem monoklonalen 
Hintergrund zu Überschätzungen der Ig-Gesamtkonzentration kommen. Besonders bei IgM-
Gammopathien konnten im Vergleich zur Gesamteiweiß- und MP-Bestimmung mittels SPE 
häufiger höher Messergebnisse beobachtet werden. [54]. 
Des Weiteren wird die Durchführung einer Proteinelektrophorese zur MP-Quantifizierung im 
Urin als ein weiteres Kriterium in den aktuellen Leitlinien erwähnt. Lassen sich im 
Krankheitsverlauf keine MP sowohl im Serum als auch im Urin mehr elektrophoretisch 
nachweisen, soll eine weitere quantitative Überwachung durch die Analyse von FLC im 
Serum erfolgen. Zum qualitativen Nachweis einer Monoklonalität wird die 
Immunfixationselektrophorese empfohlen. [41, 45] Bei Patienten mit oligo- und nicht-
sekretorischen MM (MP im Serum < 10 g/L; MP im Urin < 200 mg/24 Stunden) oder 
ausschließlicher Produktion von monoklonalen Leichtketten wird generell der FLC-





1.3 Leichtkettenspezifische Immunglobulinbestimmung zum Nachweis monoklonaler 
Proteine 
1.3.1 Testprinzip und Interpretation des Hevylite® Immunoassays 
 
Mit dem seit 2009 verfügbaren Immunoassay (Hevylite®, Binding Site Group Ltd, 
Birmingham UK) gelingt erstmals die Bestimmung von leichtkettenspezifischen Ig (HLC) im 
Serum. Jedes Ig enthält strukturell einzigartige Konformationsepitope an den Übergängen der 
konstanten Regionen zwischen schwerer und leichter Kette. Mit der Entwicklung polyklonaler 
AK, die spezifisch die Epitope an der Bindungsstelle zwischen Leicht- und Schwerkette im 
Ig-Molekül erkennen, ist es möglich intakte Ig entsprechend ihrer gebundenen Leichtketten 




Abbildung 1: Schematische Darstellung der konstanten Bindungsstelle zwischen Schwer- und Leichtkette eines 
Ig als Epitop des Hevylite® Immunoassays [57] 
 
Die Ableitung des Verhältnisses zwischen Igț und  IgȜ (HLC-Ratio) jedes 
zusammengehörigen Ig-Paares (IgGț/IgGȜ, IgAț/IgAȜ und IgMț/IgMȜ) ermöglicht die 
Identifizierung eines monoklonalen Hintergrundes. (Tabelle 3) [58] Bei gesunder 
polyklonaler Immunantwort finden sich die verschiedenen Leichtkettentypen jeder Ig-
Subklasse in etwa zu gleichen Anteilen wieder. Im Falle einer tumorbedingten Monoklonalität 
überwiegt jedoch die Synthese eines der beiden Leichtkettentypen und verschiebt die HLC-
Ratio zugunsten des involvierten Leichtkettentyps. Bei einer HLC-Ratio von IgG, IgA oder 
IgM außerhalb der durch Bradwell et al. definierten  Referenzbereiche liegt eine monoklonale 
AK-Synthese mit hoher Wahrscheinlichkeit vor. [58] 
Der Test erlaubt darüber hinaus eine präzise Quantifizierung sowohl des nicht-involvierten 
polyklonalen Ig als auch des involvierten monoklonalen Ig. 2013 wurde mit dem Begriff 
„HLC Pair Suppression“ die isotypische Immunsuppression innerhalb einer Ig-Klasse 




Konzentrationserniedrigung des nicht-involvierten polyklonalen Ig unterhalb des 
Referenzbereiches. (Tabelle 3) [59] Dadurch erhält man erstmalig einen numerischen Wert 
für die tumorbedingte Immunsuppression. 
 
1.3.2 Validierung und Vergleich des Immunoassays zur Bestimmung von 
leichtkettenspezifischen Immunglobulinen mit etablierten Messverfahren in der 
Diagnostik von Monoklonalen Gammopathien als wesentliches Ziel der vorliegenden 
Promotionsarbeit 
 
Verschiedene Arbeitsgruppen haben sich bereits mit der Thematik beschäftigt, anhand der 
klinischen Fragestellung die derzeit vorhanden Nachweisverfahren gezielt einzusetzen, um 
MP präzise zu identifizieren und quantifizieren [35, 33]. Übereinstimmend ergaben die 
Studien, dass ein einzelner Test das Spektrum aller Monoklonalen Gammopathien nicht 
abdecken kann. Nur die ausgewählte Kombination der verschiedenen Testverfahren bringt 
eine adäquate Sensitivität und Spezifität bei der Diagnostik und Verlaufskontrolle. 
Ein zentrales Ziel unserer Studie war neben einer methodischen Validierung der Vergleich 
des HLC-Immunoassays für die Ig-Subklassen IgA, IgG und IgM mit etablierten Methoden 
zum Nachweis von MP im Serum von Patienten mit MM, MGUS und LC-MM. Des Weiteren 
untersuchten wir das diagnostische Potential der Analytik von leichtkettenspezifischen Ig als 
Parameter im Krankheitsverlauf von ausgewählten Patienten mit IgA- und IgG-MM 
gegenüber IFE und SPE. Unser Gedanke war es, dass ein automatisierter Immunoassay, der 
eine empfindliche Detektion und spezifische Quantifizierung von monoklonalen Gesamt-Ig 
kombiniert, möglicherweise eine reduzierte Anwendung von mühsamen und 
beobachterabhängigen elektrophoretischen Techniken bei der Diagnose und Überwachung 
von Patienten mit Monoklonaler Gammopathie ermöglicht. Die Ergebnisse unserer Studie 
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 chain (HLC) assays with specificity for epitopes at the junction between heavy and light 
chains of intact immunoglobulins (Ig) allow quantification of Ig ț/Ȝ ratios of the three major Ig classes. Calculated 
Ig ț/Ȝ ratios outside the reference range indicate a monoclonal background. The primary aim of the present study 
was to analytically validate HLC assays and to investigate their diagnostic potential in relation to immunofixation 
electrophoresis (IFE) as the standard method for identification of monoclonal proteins (MPs). A second aim was 
to investigate the diagnostic potential of HLC assays in disease monitoring. 
Methods: Precision, linearity, accuracy, sensitivity, and specificity of HLC assays for Ig classes A, G, and M were 
determined as parameters of analytical performance. The diagnostic performance of HLC assays in the detection 
of MPs was investigated in patient sera revealing monoclonal bands in IFE (n = 156). The utility of the assays in 
disease monitoring was investigated in a proof of principal approach by quantification of HLC ratios in subse-
quent sera from stem cell transplanted (ScTx) myeloma patients (n = 4). 
Results: All six HLC assays revealed analytical performances suitable for application in routine diagnostics. With 
regard to diagnostic performance, all samples with IgA MPs in IFE (n = 54) could be identified in the HLC IgA 
assay. Of sera showing IgG MP in IFE (n = 69), 57 could be identified in the HLC IgG assay, whereas 12 had nor-
mal IgG ț/Ȝ ratios. Of sera showing IgM MP in IFE (n = 26), 25 could be identified in the HLC IgM assay, 1 se-
rum revealed a normal IgM ț/Ȝ ratio. ScTx patients achieving IFE-negative remission had normal HLC ratios. 
Those who failed to achieve IFE-negative remission showed normalization of conventional monitoring parameters 
but revealed HLC ratios never reaching reference range. 
Conclusions: HLC assays exhibit analytical performances suitable for clinical routine application. Our preliminary 
data from ScTx patients suggest a diagnostic potential especially of HLC IgA assay in disease monitoring. Other 
than that, combined application of HLC assays does not represent an alternative to IFE in first line diagnostics, in 
particular due to the limited diagnostic performance of the HLC IgG assay. 
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INTRODUCTION 
 
Determination of monoclonal proteins (MPs) in serum 
is an integral part in screening and monitoring of mono-
clonal gammopathies (MG) [1]. Currently used detec-
tion methods are mainly based on electrophoretic tech-
niques, such as serum protein electrophoresis (SPE) and 
immunofixation electrophoresis (IFE) [2]. Moreover, an 
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immunoassay measuring free light chains (FLC) has 
been introduced [3]. Nephelometric or turbidimetric as-
says are used for quantification of secreted whole im-
munoglobulins (Ig) [2]. 
Considering these methods, SPE allows relative quanti-
fication of MPs and is therefore primarily used for dis-
ease monitoring. Its application in screening is limited 
by insufficient sensitivity and inability to identify 
monoclonal Ig class. IFE is characterized by a combina-
tion of electrophoretic separation and immunoprecipita-
tion and, due to its sensitivity, currently represents the 
standard indicator for presence of MPs [4]. However, 
IFE does not permit quantification of MPs and, thus, 
has the disadvantage of limited utility in disease moni-
toring. Another common disadvantage of electrophoret-
ic techniques is the laborious working process and the 
observer dependent evaluation. Due to a lack of electro-
phoretic methods for the proper quantification of MPs, 
nephelometric or turbidimetric methods detecting total 
Ig concentration are used for disease monitoring. How-
ever, these methods do also not accurately reflect the re-
al amounts of MPs [4]. On the other hand, serum FLC 
assays allow excellent detection of FLCs but are unable 
to detect monoclonal whole Ig, thus always requiring 
combination with electrophoretic methods [5,6]. 
Therefore, an automated immunoassay combining sen-
sitive detection and specific quantification of monoclo-
nal whole Ig potentially allowing reduced application of 
laborious and observer dependent electrophoretic tech-
niques in diagnosis and monitoring of MGs would be of 
great interest. Recently, immunoassays targeting unique 
epitopes between heavy- and light chain constant re-
gions of intact Ig have been introduced (IgA ț and Ȝ, 
IgG ț and Ȝ, IgM ț and Ȝ HevyliteTM chain (HLC) as-
say) [7]. These assays allow quantification of serum 
heavy and light chain pairs for the investigated Ig 
classes. The calculated HLC ratio allows identification 
of a monoclonal background. 
The primary aim of the present study was to analytically 
validate all six HLC assays in a clinical setting and to 
investigate their capability in the detection of MPs in 
comparison to IFE as the standard test. Furthermore, in 
a proof of principal approach we investigated the diag-
nostic potential of these assays in monitoring the course 
of myeloma in stem cell transplanted (ScTx) patients. 
 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Study population, serum collection and storage 
A total of 119 serum samples from 43 patients with MG 
type IgA (intact immunoglobulin multiple myeloma 
(IIMM), n = 39; monoclonal gammopathy of undeter-
mined significance (MGUS), n = 4), 162 serum samples 
from 59 patients with MG type IgG (IIMM, n = 52; 
MGUS, n = 7), 32 serum samples from 21 patients with 
MG type IgM (IIMM, n = 7; Morbus Waldenstrom 
(MW), n = 5; MGUS, n = 9), and 7 serum samples from 
patients with light chain multiple myeloma (LCMM) 
were used to determine the analytical and diagnostic 
performance of HLC assays. More than one serum sam-
ple was selected from different patients in case of multi-
ple sample entry in the course of disease and marked 
decrease or increase of total Ig concentration. In addi-
tion, consecutive serum samples from ScTx IIMM pa-
tients (n = 4) were used for assessing the diagnostic po-
tential of HLC assays in disease monitoring. All pa-
tients were routinely treated at the University Hospital 
of Leipzig and received bone marrow diagnostics for 
classification of malignancy or MGUS. Respective sera 
were characterized by monoclonal bands in IFE. Sera 
from patients without laboratory signs of MG but pres-
ence of rheumatoid factors (RFs) (n = 10) were used for 
interference studies. Sera from healthy blood donors    
(n = 22) were used as controls. All blood samples were 
centrifuged within 1 hour after blood drawing and se-
rum was stored in aliquots at -20°C until analysis. The 
study met the ethical standards of the Declaration of 
Helsinki and was approved by the Ethics Committee of 




HLC assays (HevyliteTM human kits for IgA ț, IgA Ȝ, 
IgG ț, IgG Ȝ, IgM ț, IgM Ȝ), FLC assays (FreeliteTM 
kit) (The Binding Site, Birmingham, England) and de-
terminations of total IgA, IgG, IgM were performed by 
nephelometric analysis (BNII, Siemens Diagnostics, 
Eschborn, Germany) according to manufacturer´s in-
structions. Ratios of HLC and FLC assays were classi-
fied according to suggestions of the manufacturer. RFs 
were analyzed on a BN ProSpec (Siemens Diagnostics, 
Eschborn, Germany), total protein was analyzed on a 
clinical chemistry analyzer (Modular, Roche Diagnos-
tics, Basel, Switzerland). IFE and SPE were performed 
on a Hydrasis electrophoretic system (Sebia, Evry, 
France). Presence of monoclonal bands in IFE or SPE 
was assessed by two independent experienced observ-
ers. 
Phoresis software (Sebia, Evry, France) was used for 
discrimination of monoclonal peaks in SPE which were 
semi-quantitatively analyzed in relation to total protein. 
 
Analytical validation of Hevylite
TM
 chain assays 
Patient sera containing MPs of isotype IgA ț, IgA Ȝ, 
IgG ț, IgG Ȝ, IgM ț or IgM Ȝ were mixed into pool sera 
(four for each isotype), each in appropriate amounts, to 
form a set of samples covering broad concentration 
range of the six different HLC assays for determination 
of intra- and interassay precision. The isotype of these 
sera was identified by IFE; the Ig concentration was de-
termined by nephelometric analysis. Linearity testing of 
HLC assays was performed with patient pool sera (n = 2 
for each isotype) and then serially diluted into different 
calibration ranges of several assays. Recovery of HLC 
assays was investigated by analysis of pooled serum 
from three healthy subjects spiked with different cali-
brators. As accuracy criteria, summed concentrations of 
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Ig ț/Ȝ pairs were determined in 106 sera from 31 pa-
tients with MG type IgA, in 156 sera from 53 patients 
with MG type IgG, and in 28 sera from 18 patients with 
MG type IgM and were then compared with total Ig 
concentrations of the respective classes as determined 
by nephelometry. 
To investigate a potential cross-reactivity of different 
classes of MPs in HLC assays, sera containing MPs 
type IgG or IgM (n = 5 for each isotype) were analyzed 
with the HLC IgA assay, sera containing MPs type IgA 
or IgM (n = 5 for each isotype) were analyzed with the 
HLC IgG assay, and sera containing MPs type IgA or 
IgG (n = 5 for each isotype) were analyzed with the 
HLC IgM assay. To investigate a potential interference 
of RFs in HLC assays, patient sera with different con-
centrations of RFs (n = 10) but without monoclonal 
bands in IFE were analyzed. Functional sensitivity of 
HLC assays was assessed by 6-fold determinations of 
patient pool sera containing MPs after dilution up to the 
limit of detection using 0.1% albumin solution. A com-
parison of sensitivity between IFE and HLC assays was 
performed by recurrent analyzes of sera (n = 2 for each 
Ig class) that were stepwise diluted with 0.1% albumin 
solution until absence of monoclonal bands in IFE or re-
aching the limit of detection in HLC assays. 
 




The capability of HLC assays to detect MPs was inves-
tigated by comparative analysis of sera revealing mono-
clonal bands in IFE (n = 156) as the standard method. 
To investigate the potential of HLC assays in disease 
monitoring in a proof of principal approach, sera from 
ScTx IIMM patients (n = 4) were subsequently collect-
ed over a time period of 1½ years and retrospectively 
analyzed. Results of the HLC assays were compared to 
IFE as the conventional marker of residual disease and 
to total Ig concentrations and semi-quantitatively evalu-
ated monoclonal peaks in SPE as quantitative parame-





Analytical performance of Hevylite
TM
 chain assays 
Intra- and interassay precision ranged between 1.5% 
and 19% for HLC IgA assays, 0.8% and 16% for HLC 
IgG assays, and 1.0% and 8.5% for HLC IgM assays 
over the calibration range (Online supplement, Table 1). 
Dilution experiments revealed linearity in the range of 
0.80 to 38.8 g/L for HLC IgA assays, 3.40 to 48.5 g/L 
for HLC IgG assays and 0.80 to 95.0 g/L for HLC IgM 
ț assay. Due to the fact that patient samples containing 
MP type IgM Ȝ were not available, we were unable to 
investigate precision and linearity of the HLC IgM Ȝ as-
say. Spiking of test calibrators into sera from healthy 
subjects resulted in a recovery rate ranging from 92 to 
108% for HLC assays. Comparison between summed 
concentrations of IgA ț/Ȝ, IgG ț/Ȝ, and IgM ț/Ȝ pairs 
and the respective total Ig concentrations revealed an 
excellent linear correlation with correlation coefficients 
of 0.97, 0.96, and 0.99, respectively (Figure 1A - C). 
We next tested cross-reactivity by testing HLC assays 
for IgA with MP type IgG and IgM, HLC assays for 
IgG with MP type IgA and IgM, and HLC assays for 
IgM with MP type IgA and IgG. Maximum concentra-
tion of MP type IgA, IgG or IgM in sera used for cross-
reactivity testing was 36.0 g/L, 46.0 g/L, or 102 g/L. As 
shown by normal IgA ț/Ȝ ratios, MPs type IgG or IgM 
did not cross-react in the HLC IgA assay until the high-
est serum concentrations (Figure 2A). As shown by nor-
mal IgG ț/Ȝ ratios, MPs type IgA did not cross-react in 
the HLC IgG assay until maximum serum concentration 
of 36.0 g/L. However, patient sera exclusively contain-
ing MP type IgM above a serum concentration of     
16.0 g/L revealed HLC IgG ț/Ȝ ratios outside the refer-
ence range (Figure 2B). Cross-reactivity persisted after 
dilution of these sera. Furthermore, these sera revealed 
differences between total IgG concentrations and sum-
med concentrations of IgG ț/Ȝ pairs. MPs type IgA or 
IgG did not cross-react in the HLC IgM assay up to the 
highest serum concentrations (Figure 2C). In some 
cases, IgM ț/Ȝ ratios were found marginally outside the 
reference value; however, agreement of summed con-
centrations of IgM ț/Ȝ pairs with total IgM concentra-
tions argues against cross-reactivity (data not shown). In 
addition, potential analytical interferences of HLC as-
says with RFs were analyzed in serum samples con-
taining RFs in concentrations from 20.0 to 600 U/mL. 
HLC IgA, IgG and IgM assays were not affected up to 
the highest concentrations as confirmed by HLC Ig ț/Ȝ 
ratios in reference ranges (Figure 2A-C). 
6-fold determination of diluted pool sera revealed a 
functional sensitivity of 0.02 g/L for IgA ț/Ȝ assay, 0.13 
or 0.05 g/L for IgG ț or IgG Ȝ assay, and 0.01 for IgM 
ț/Ȝ assay (data not shown). Sensitivity of HLC assays 
was tested by serial dilution of 2 representative sera for 
each class of MPs up to 1:32 (Figure 3A-F). In addition, 
detectability of MPs in diluted sera was tested by IFE. 
A recovery of MPs using the HLC IgA ț assay (Figure 
3A) and IgA Ȝ assay (Figure 3B) between 80 and 120% 
could be shown up to a 1:16 or 1:8 and 1:32 or 1:16 di-
lution for investigated sera, corresponding to serum 
concentrations of IgA ț and IgA Ȝ MPs in the range of 
0.05 to 0.1 g/L. IFE revealed monoclonal bands up to a 
1:32 dilution, corresponding to serum concentrations of 
IgA ț and IgA Ȝ in the range of 0.02 g/L. The HLC IgG 
ț assay (Figure 3C) and IgG Ȝ assay (Figure 3D) reveal-
ed recoveries between 80 and 120% of MPs up to a 1:4 
or 1:8 and 1:16 dilution, corresponding to serum con-
centrations of IgA ț and IgA Ȝ MPs in the range of    
0.1 g/L. IFE revealed monoclonal bands up to a 1:16 or 
1:32 dilution for different sera, corresponding to serum 
concentration of IgG ț and IgG Ȝ MPs between 0.04 
and 0.05 g/L. A 80 to 120% recovery of MPs in the 
HLC IgM ț assay could be shown up to a 1:16 dilution 
(Figure 3E) and up to a 1:8 or 1:16 dilution in the HLC 
IgM Ȝ assay, corresponding to serum concentrations of 
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Figure 1. Correlations of summed concentrations of Ig ț/Ȝ pairs and total Ig concentrations. 
 
Patient sera containing monoclonal protein type (A) IgA (n = 106), (B) IgG (n = 156) or (C) IgM (n = 28) were analyzed. Summed concentration 
of Ig ț/Ȝ pairs detected with HLC IgA ț/Ȝ, IgG ț/Ȝ or IgM ț/Ȝ assay (x-axis) and total Ig concentration determined with nephelometry (y-axis) 











Figure 2. Cross-reactivity of monoclonal proteins and rheumatoid factors in HevyliteTM chain assays. 
 
(A) Patient sera containing monoclonal protein type IgG (dark squares, n = 5) or IgM (dark circles, n = 5) in IFE were analyzed with the HLC 
IgA assay. (B) Patient sera containing monoclonal protein type IgA (dark rhombus, n = 5) or IgM (dark circles, n = 5) in IFE were analyzed 
with the HLC IgG assay. (C) Patient sera containing monoclonal protein type IgA (dark rhombus, n = 5) or IgG (dark squares, n = 5) in IFE 
were analyzed with the HLC IgM assay. Patient sera containing rheumatoid factors (grey triangles, n = 10) were analyzed with the HLC IgA, 
IgG, and IgM assay (A-C). Concentrations of Ig ț (x-axis) or Ȝ (y-axis) isotypes are shown on a logarithmic scale, dotted lines indicate normal 
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Figure 3. Recovery and sensitivity testing of HevyliteTM chain assays compared to immunofixation electrophoresis after step-
wise dilution. 
 
Sera from patients with MG type IgA ț or Ȝ, IgG ț or Ȝ, IgM ț or Ȝ (A-F) were used for sensitivity testing (n = 2 for each isotype). Sera were 
analyzed at baseline with HLC assays and IFE and subsequently after stepwise dilution until reaching the limit of detection in HLC analysis or 
absence of monoclonal bands in IFE. Ig ț or Ȝ concentrations and the respective Ig ț/Ȝ ratios are presented as percent recovery relative to 
baseline. Dotted lines indicate a 20% deviation band. Results of IFE are described as “+” with monoclonal band or as “-“ without monoclonal 
band. IFE, immunofixation electrophoresis; S1, serum 1; S2, serum 2. 
J. ECKOLD et al. 







Figure 4. Diagnostic potential of Hevylite
TM
 chain assays in the detection of monoclonal protein in comparison to immunofixa-
tion electrophoresis. 
 
Sera from IIMM or MGUS patients containing monoclonal protein type (A) IgA (n = 54; black or grey rhombus for IIMM subtype Ȝ or ț, 
black circles or light grey squares for MGUS subtype Ȝ or ț), (B) IgG (n = 69; black or dark grey squares for IIMM subtype Ȝ or ț, white 
rhombus or crossed squares for MGUS subtype Ȝ or ț) or (C) IgM (n = 26; grey circles for IIMM subtype ț, grey crossed squares or black tri-
angles for MGUS subtype Ȝ or ț) in IFE were analyzed with the corresponding HLC assays. Sera from LCMM patients (n = 5, white triangles) 
and healthy controls (n = 10, white circles) were analyzed with HLC assays. Concentrations of ț (x-axis) or Ȝ (y-axis) isotypes are shown on a 





IgM ț and IgM Ȝ MPs in the range of 0.05 to 1.0 g/L. 
IFE revealed monoclonal bands at least up to a 1:16 di-
lution, corresponding to serum concentrations of IgM ț 




 chain assays and immu-
nofixation electrophoresis in the detection of mono-
clonal proteins 
In total, 156 sera revealing monoclonal bands in IFE 
(MG type IgA, n = 54; MG type IgG, n = 69; MG type 
IgM, n = 26; MG type LC, n = 7), and 22 sera of 
healthy subjects without laboratory evidence for mono-
clonal gammopathy were analyzed with HLC assays. As 
indicated by IgA ț/Ȝ ratios outside the reference range, 
monoclonality could be identified by HLC IgA assays 
in all investigated serum samples (IIMM, n = 50; 
MGUS, n = 4) (Figure 4A). As indicated by IgG ț/Ȝ ra-
tios outside the reference range, monoclonality could be 
identified by HLC IgG assays in 57 sera from IIMM pa-
tients. However, 12 sera revealing monoclonal bands in 
IFE had normal HLC IgG ț/Ȝ ratios (IIMM, n = 10; 
MGUS, n = 2) (Figure 4B). As indicated by IgM ț/Ȝ ra-
tios outside the reference range, monoclonality could be 
identified by HLC IgM assays in 25 sera from myeloma 
(immunocytoma, n = 10; Waldenstrom macroglobuline-
mia, n = 7), and MGUS patients (n = 8). One serum of a 
patient with MGUS revealing a monoclonal band in IFE 
had a normal HLC IgM ț/Ȝ ratio (Figure 3C). All these 
patients had IgM ț MPs and because no suitable patient 
samples were available, the diagnostic sensitivity of the 
HLC IgM Ȝ assay could not be investigated. Sera from 
healthy subjects and from patients with LCMM (n = 7) 
revealed normal Ig ț/Ȝ ratios in HLC analysis (Figure 
4A-C). 
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Figure 5. Diagnostic potential of Hevylite
TM
 chain assays in disease monitoring. 
 
HLC analysis was performed on consecutive sera from ScTx patients suffering from IIMM type (A-C) IgA Ȝ (n = 3) or (D) type IgG Ȝ (n = 1). 
HLC ratios (broken line), total Ig concentrations (solid line), monoclonal peak in serum protein electrophoresis (dotted line) are shown. Dark 
grey broken lines indicate normal ranges of immunoglobulin ț/Ȝ ratio, light grey broken line indicate upper limit of total Ig concentration. 
HLC, HevyliteTM chain; IFE, immunofixation electrophoresis; ScTx, stem cell transplantation; RBP, Revlimid, Bendamustine, Prednisone; 
VMP, Velcade, Melphalan, Prednisone. 
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Potential of Hevylite
TM
 chain assays in disease moni-
toring 
In a proof of principal approach, intact Ig ț/Ȝ pairs were 
determined in sequentially collected sera from four ScTx 
IIMM patients (P1 - P3: Type IgA Ȝ; P4: Type IgG Ȝ). 
The chronological sequence of results from HLC analy-
sis, total Ig analysis, SPE, and IFE for the four study pa-
tients are presented in Figure 5A - D. As shown in Fig-
ure 5A, P1 revealed a parallel trend of total IgA con-
centrations, semi-quantitatively determined monoclonal 
peaks in SPE and HLC IgA ț/Ȝ ratios up to day 170. 
Interventions were followed by disappearance of mono-
clonal peak in SPE and normalization of IgA levels. In 
accordance with IFE revealing persistent monoclonal 
bands, HLC IgA ț/Ȝ ratios showed up- and downturns 
but never reached the reference range. Disease progres-
sion after day 350 was associated with recurrence of 
monoclonal bands in SPE, increase of total IgA, and de-
crease of HLC IgA ț/Ȝ ratio. As shown in Figure 5B, P2 
revealed a parallel trend between total IgA concentra-
tions and HLC IgA ț/Ȝ ratios up to day 70, the monocle-
nal peak in SPE had already disappeared around day 35. 
ScTx was followed by a persistent decrease of total IgA 
concentrations. In accordance with IFE revealing per-
sistent monoclonal bands indicating incomplete remis-
sion, HLC IgA ț/Ȝ ratios increased but without reaching 
the reference range. As shown in Figure 5C and 5D, 
ScTx in P3 (IIMM type IgA Ȝ) and P4 (IIMM type IgG 
Ȝ) were followed by a persistent decrease of total Ig con-
centrations. In accordance with IFE revealing the disap-
pearance of monoclonal bands and indicating complete 





The present study demonstrated the analytical quality 
characteristics of HLC assays suitable for application in 
routine diagnostics. A high concordance between HLC 
IgA and IgM assays to IFE in the detection of MPs was 
shown. However, primarily based on the limited diag-
nostic sensitivity of the HLC IgG assay, combination of 
HLC assays will not allow reduced application of IFE 
as the standard indicator for the presence of MPs. In ad-
dition, HLC IgD and IgE assays, which would be re-
quired for MP screening are not available, yet. Our pre-
liminary studies performing HLC analysis in ScTx 
IIMM patients suggest a diagnostic potential, especially 
of the HLC IgA assay in disease monitoring. 
To the best of our knowledge, our study is the first to 
comprehensively investigate analytical quality parame-
ters and diagnostic performance of all presently avail-
able HLC assays in a clinical setting. Based on the idea 
that application of HLC assays might allow reduced ap-
plication of laborious and observer dependent electro-
phoretic techniques, the diagnostic performance in the 
detection of MPs was investigated in particular in com-
parison to IFE as the current standard method. An intra-
assay precision below 12% was shown for the six HLC 
assays (Online supplement, Table 1), which was in 
agreement with recent data published by Bradwell et al. 
[7]. These authors described intraassay precisions of the 
HLC IgA and IgG assays between 1.5 and 7.4%; the as-
sessment of the HLC IgM intraassay precision was not 
performed. HLC assays revealed interassay precisions 
ranging from 1.1 to 8.0% in the concentration range up 
to 0.56 g/L. Interassay precisions up to 19% were 
shown for HLC IgA and IgG assays in the lower con-
centration ranges. Bradwell et al. showed interassay 
precisions between 1.50 and 7.40% over all concentra-
tion ranges; the assessment of HLC IgG and IgM inter-
assay precision was not performed [7]. The analytical 
performance of HLC assays is further supported by our 
data showing adequate accuracy in linearity and recov-
ery testing. 
Nephelometric analysis of Igs is performed for the 
quantification of polyclonal or monoclonal proteins in-
dicating bone marrow suppression or tumour burden in 
gammopathy diagnostics [8,9]. The correlation of HLC 
IgA, IgG, and IgM assays with nephelometric analysis 
of polyclonal proteins and of the HLC IgA assay with 
nephelometric analysis of MPs has been previously 
demonstrated [7,10]. In the present study we confirmed 
the correlation of the HLC IgA assay with the nephe-
lometric analysis of MPs but extended these results to 
HLC IgG and IgM assays by showing a correlation with 
nephelometric analysis of IgG and IgM MPs in patient 
sera (Figure 1). Whether HLC assays more accurately 
reflect Ig secretion as compared to nephelometric analy-
sis of total Igs sometimes overestimating notably IgM 
levels will have to be investigated in subsequent studies. 
In a further step, we were not able to show interferences 
with RFs as a common disturbing factor in the immuno-
assay-based analysis of serum samples in a clinical set-
ting (Figure 2). This extends findings by Bradwell et al. 
who investigated a potential interference of HLC assays 
with bilirubin, haemoglobin, or triglycerides [7]. We 
further analysed sera containing different isotypes of 
MPs with various HLC assays. Our results suggest a 
cross-reactivity of MP type IgM in the HLC IgG assay 
(Figure 2) as already described by Bradwell et al. [7]. 
However, as we were not able to show a normalization 
of HLC IgG ț/Ȝ ratios after dilution of the respective se-
rum samples, an underlying imbalance in the synthesis 
of heavy chains type IgG could therefore not be exclud-
ed. 
Analytical sensitivity of HLC assays was investigated in 
comparison to IFE as the standard indicator for the pres-
ence of MPs [4,11]. Thereby, comparable (HLC IgA 
and IgM assay) to slightly lower sensitivities (HLC IgG 
assay) of HLC assays were demonstrated (Figure 3). 
A central aim of the present study was to investigate the 
potential of HLC assays in the detection of MPs in com-
parison to IFE as the reference test with the idea that 
equivalence of HLC IgA, IgG, and IgM assays with IFE 
may allow reduced application of this laborious and ob-
server-dependent standard test. However, limited diag-
nostic sensitivity of the HLC IgG assay underscores the 
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role of IFE as the standard indicator for the presence of 
MPs. In first line diagnostics, HLC analysis may actual-
ly be requested especially in cases of unclear patterns in 
IFE, for example in a case of pronounced polyclonal 
background. 
Two recent publications suggest a potential diagnostic 
role for HLC analysis as a risk factor for progression of 
MGUS and as a prognostic marker in myeloma patients 
[12,13]. In a proof of principle approach, we further in-
vestigated a potential diagnostic role of HLC assays in 
disease monitoring focussing on ScTx IIMM patients. 
The two patients who achieved an IFE-negative remis-
sion had normal HLC ratios (Figure 5C - D); those who 
failed to achieve IFE-negative remission revealed HLC 
ratios never reaching reference range (Figure 5A - B). 
On the basis of normalization of SPE and total IgA con-
centration in P1 and P2 without evidence of complete 
remission and the fact that interpretation of total IgA 
concentration is hindered by overlap between monoclo-
nal and polyclonal background [14], one could specu-
late that especially the HLC IgA assay may be applied 
for disease monitoring. We were not able to include 
transplant patients with IIMM type IgM. Therefore, a 
diagnostic potential of HLC IgM assays in disease 
monitoring as illustrated in a recent publication [15] 
could not be investigated. 
A considerable limitation of the present study is our fo-
cus on patient sera characterized by a monoclonal band 
in IFE. Based on this approach, we were not able to in-
vestigate whether HLC assays may detect monoclonali-
ty in a portion of patient samples characterized by the 
absence of MPs in IFE. Obviously, based on the low 
number of ScTx patients included, our conclusion based 
on the data suggesting a potential role of the HLC IgA 
assay in disease monitoring is very preliminary and 
needs further validation. 
In conclusion, our comprehensive study including vali-
dation of analytical and diagnostic performance of all 
available HLC assays performed in a clinical setting 
demonstrated quality criteria suitable for routine appli-
cation. However, due to limited diagnostic performance 
especially of the HLC IgG assay, combined application 
of HLC assays does not represent an alternative to IFE 
in first line diagnostics. Our preliminary data suggest a 
diagnostic utility in disease monitoring especially for 
the HLC IgA assay, which must be confirmed in sub-
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3 Aktuelle Anwendung und klinische Bedeutung des Hevylite® Immunoassays in der 




In der Erstliniendiagnostik wird die Kombination aus SPE, IFE und FLC-Assay im Serum zur 
Detektion von MP empfohlen. [33, 34] Trotz zufriedenstellender Ergebnisse im Screening 
sind der Nachweis und eine präzise Quantifizierung von MP nicht immer einfach. Die SPE ist 
durch eine unzureichende Empfindlichkeit für niedrige MP-Konzentrationen und den 
fehlenden Nachweis an FLC limitiert. [43] Zwar erlaubt die IFE eine hochsensitive Detektion 
von MP nach ihrem Schwerketten- und Leichtkettentyp und mit Hilfe des FLC-Assays kann 
die Serumkonzentration von FLC zusätzlich mit einer hohen Sensitivität bestimmt werden, 
jedoch erlaubt kein Testverfahren eine genaue Quantifizierung von monoklonalen intakten 
AK, insbesondere in niedrigen Konzentrationsbereichen. [36] Der HLC-Assay ermöglicht 
eine zuverlässige leichtkettenspezifische Quantifizierung von Ig entsprechend der Subtypen 
IgA, IgG und IgM und gibt einen Basiswert für die weitere Verlaufskontrolle an. Der 
automatisierte Immunoassay liefert zudem reproduzierbare Ergebnisse im Vergleich zur 
zeitaufwendigen subjektiven Auswertung elektrophoretischer Messverfahren. [53, 60, 61] 
Zur Beurteilung der Tumoraktivität im Krankheitsverlauf von Patienten mit MM oder MW 
werden laut internationalen Richtlinien neben der SPE zusätzlich nephelometrische 
Immunoassays empfohlen. [45, 52] Jedoch weisen beide Testverfahren dokumentierte 
Limitationen auf. Die SPE zeigt Ungenauigkeiten in der densitometrischen Quantifizierung 
sowohl in hohen als auch in niedrigen Konzentrationsbereichen und Eiweißüberlagerungen 
können die Empfindlichkeit zusätzlich beschränken. [43] In diesen Fällen wird ergänzend 
eine Ig-Gesamtmessung mit herkömmlichen nephelometrischen Analysen eingesetzt. [56] 
Diese Methode erlaubt jedoch keine Aussage zur Klonalität von AK. Der HLC-Assay kann 
unabhängig von anderen Eiweißkomponenten im Serum auch bei unklaren SPE-Befunden 
und niedrigen Ig-Konzentrationen MP präzise quantifizieren. [53, 44, 60, 62] Insbesondere 
bei der Überwachung von Patienten mit IgA-MM hat sich der HLC-Assay bewährt. 
Üblicherweise wird bei unklaren Befunden in der SPE  ergänzend eine Kombination aus 
nephelometrischer Analyse zur IgA-Quantifizierung und einer IFE zum Nachweis der 
Monoklonalität angewandt. [41] Mit Hilfe des HLC-IgA-Assays kann sowohl eine präzise 
Quantifizierung der MP als auch eine Aussage zur Klonalität getroffen werden, so dass die 
Kombination aus SPE, Nephelometrie und IFE bei der Überwachung dieser Patientengruppe 




Obwohl sich der Test in Studien bewiesen hat, wurde der HLC-IgA-Assay aktuell noch nicht 
in die Leitlinien aufgenommen. 
Darüber hinaus ermöglicht der Hevylite® Immunoassay eine Quantifizierung des nicht-
involvierten polyklonalen Ig-Isotyps und kann eine durch den Tumor bedingte isotypische 
Immunsuppression anzeigen, was bisher durch die verfügbaren Messverfahren nicht möglich 
war. [59] Die dadurch zusätzlich gewonnenen Informationen zeigen entscheidende 
Möglichkeiten in der Krankheitsüberwachung. Studien belegen, dass die isotypische 
Immunsuppression ein Rezidiv im Vergleich zu den etablierten IMWG-Antwortkriterien 
früher erkennen kann. [65, 66] In einzelnen Fällen ließ sich eine anormale HLC-Ratio 
aufgrund der Reduktion des nicht-involvierten Ig nachweisen, noch bevor ein Anstieg des MP 
mittels SPE und IFE nachgewiesen werden konnte. [66] Die isotypische Immunsuppression 
kann zudem Hinweis auf eine minimale Resterkrankung (MRD) sein. [60] Bei vielen MM-
Patienten, die laut IMWG-Kriterien eine kompletter Remission erreicht haben, lassen sich mit 
Hilfe von aufwendigen Untersuchungen des KM (Durchflusszytometrie, molekulare 
Diagnostik) noch vereinzelt Tumorzellen nachweisen. [41] Die Arbeitsgruppe um Michallet 
konnte eine Korrelation zwischen normaler bzw. anormaler HLC-Ratio und negativen bzw. 
positiven MRD-Status zeigen. Es wird also diskutiert, dass spezielle Untersuchungen zur 
Ermittlung einer MRD erst nach Erreichen einer normalen HLC-Ratio durchgeführt werden 
sollten. [67] Bradwell et al. diskutierte bereits 2009, dass eine zuverlässige Beurteilung der 
Tumoraktivität durch Bestimmung der MP-Konzentration nur bedingt möglich ist. [58] Die 
Ig-Serumkonzentration wird im Krankheitsverlauf von Patienten mit MM oder MW teilweise 
durch starke Schwankungen des Hämatokrits und Plasmavolumens beeinflusst. [68] Zudem 
konnte gezeigt werden, dass die Zunahme der IgG-Konzentration kompensatorisch zu einem 
schnelleren Abbau dieser IgG-Moleküle führt und folglich die tumorbedingte Ig-Produktion 
aufgrund der variablen HWZ nicht eindeutig erfasst werden kann. [69] Veränderungen der 
Bluteigenschaften und variable IgG-Abbauraten wirken sich jedoch nicht auf das Verhältnis 
zwischen den Igț/IgȜ-Paaren aus, so dass die HLC-Ratio besser mit Tumoraktivität korreliert 
als Absolutkonzentrationen von MP. [58, 70, 71, 72]  
Der HLC-Assay kann zusätzlich von prognostischem Nutzen sein. Nach Ergebnissen 
verschiedener Studien  korreliert eine starke anormale HLC-Ratio insbesondere durch die 
Reduktion des nicht involvierten Ig-Isotyps mit einem kürzeren Überleben von MM-
Patienten. [73, 74, 75, 76, 77] Zusätzlich konnte bei MGUS-Patienten gezeigt werden, dass 
die Unterdrückung des isotypspezifischen nicht-involvierten Ig mit einem erhöhten Risiko zur 




isotypische Immunsuppression einen zusätzlichen unabhängigen Risikofaktor für Progression 
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Der Nachweis von monoklonalen Proteinen ist integraler Bestandteil der Diagnose und 
Krankheitsüberwachung von Monoklonalen Gammopathien. [12] Vorangegangene Studien 
konnten zeigen, dass die kombinierte Anwendung von elektrophoretischen Messverfahren 
und einem Immunoassay zur Bestimmung freier ț- und Ȝ-Leichtketten im Serum notwendig 
ist, um monoklonale Proteine sensitiv zu detektieren und präzise zu quantifizieren. [33, 41] 
Der seit 2009 verfügbare Hevylite® Immunoassay (HLC-Assay, Binding Site Group Ltd, 
Birmingham UK) ermöglicht die leichtkettenspezifische Bestimmung und Quantifizierung 
von intakten Immunglobulinen (Ig) der Klassen IgA, IgG und IgM im Serum und bietet damit 
erstmals die Möglichkeit zur Beurteilung der Klonalität durch Berechnung des Verhältnisses 
von Igț zu IgȜ innerhalb eines Immunglobulin-Paares (HLC-Ratio). [58] 
Die vorliegende Arbeit befasst sich im ersten Schritt mit der methodischen Validierung des 




Studie war der Vergleich des Hevylite® Immunoassays mit aktuell etablierten Messverfahren 
im Nachweis von monoklonalen Proteinen im Serum von Patienten mit Monoklonaler 
Gammopathie. Unser Gedanke war, dass eine Äquivalenz der automatisierten Analytik von 
leichtkettenspezifischen Immunglobulinen mit der Immunfixationselektrophorese als 
Referenztest bei der Detektion von monoklonalen Proteinen eine reduzierte Anwendung 
aufwendiger elektrophoretischer Methoden erlaubt. Darüber hinaus untersuchten wir das 
klinische Potential des HLC-Assays im Vergleich mit derzeit validierten Markern zur 
Beurteilung der Tumorlast im Krankheitsverlauf von Patienten mit Multiplen Myelom.  
 
Für die Bewertung der analytischen Qualität des Hevylite® Immunoassays untersuchten wir 
Intra- und Interassay-Präzision, Linearität, Genauigkeit, Sensitivität und Spezifität für die 
Immunglobulin-Subklassen IgA, IgG und IgM. Unsere erhobenen Daten zeigen in 
Übereinstimmung mit anderen Publikationen sehr gute analytische Leistungsmerkmale für 
alle sechs HLC-Assays. [58, 61] In Ergänzung zu den ersten Untersuchungen von Bradwell et 
al. konnten wir keine Beeinflussung der Testergebnisse durch Rheumafaktoren als möglichen 
Störfaktor für den Immunoassay nachweisen.  
Für den Sensitivitätsvergleich wurden in einem zweiten Schritt 156 Patientenseren mit 
gesicherter Monoklonaler Gammopathie durch eindeutigen Nachweis einer monoklonalen 
Bande in der Immunfixationselektrophorese mit dem Hevylite® Immunoassay untersucht. 
Unsere Ergebnisse zeigen eine sehr hohe Vergleichbarkeit zwischen  HLC-IgA- und HCL-
IgM-Assay gegenüber der Immunfixationselektrophorese. Demgegenüber zeigt der HCL-IgG-
Assay eine begrenzte diagnostische Empfindlichkeit, wie erstmals von Bradwell et al. 
beschrieben wurde. [58, 53] Nicht alle Patientenseren mit monoklonalen Protein vom Typ 
IgG in der Immunfixationselektrophorese ließen sich durch ein anormales IgGț/IgGȜ-
Verhältnis identifizieren. Der diagnostische Sensitivitätsvergleich von HLC-IgMȜ-Assay 
konnte aufgrund fehlender Patientenproben nur bedingt untersucht werden.  
Für die Einschätzung des Hevylite® Immunoassays als Parameter zur Beurteilung der 
Tumoraktivität im Krankheitsverlauf wurden nachfolgende Seren von 4 Patienten mit 
Multiplen Myelom nach Stammzelltransplantation über einen Zeitraum von 1 ½ Jahren 
gesammelt und die Ergebnisse des HLC-Assays mit konventionellen Markern 
(Immunfixationselektrophorese, Serumeiweißelektrophorese, nephelometrische Gesamt-Ig-
Messung) verglichen. In 2 Fällen von Patienten mit Multiplen Myelom Typ IgA zeigte die 
HLC-Ratio trotz fehlendem Nachweis von monoklonalen Proteinen mittels 




Krankheitsverlauf in Übereinstimmung mit der Immunfixationselektrophorese weiterhin 
Monoklonalität an, was auf eine unvollständige Remission hindeutet. Eine 
Krankheitsprogression war mit dem Wiederauftreten von monoklonalen Banden in der 
Serumeiweißelektrophorese assoziiert und zeigte sich ebenso in einer stärkeren Abweichung 
der HLC-Ratio vom Referenzbereich wieder. Darüber hinaus ließ sich bei 2 weiteren 
Patienten mit Multiplen Myelom Typ IgA und IgG nach Stammzelltransplantation im Verlauf 
kein monoklonales Protein mehr mit der hochsensitiven Immunfixationselektrophorese 
nachweisen. In beiden Fällen zeigte der Hevylite® Immunoassay eine Normalisierung der 
HLC-Ratio an.  
 
Zusammenfassend belegen unsere Daten analytische Leistungsmerkmale für alle aktuell 
verfügbaren HLC-Assays, die eine Anwendung in der Routinediagnostik erlauben. In der 
Detektion von monoklonalen Proteinen zeigt der Immunoassay vergleichbare Ergebnisse 
gegenüber etablierten Messverfahren. Jedoch entsteht durch die Limitation des Hevylite®-
IgG-Assays eine diagnostische Lücke, so dass die kombinierte Anwendung aller HCL-Assays 
die Immunfixationselektrophorese als Goldstandart zum Nachweis von monoklonalen 
Proteinen nicht ersetzen kann. Unsere Studie schloss nur Patientenseren mit eindeutiger 
monoklonaler Bande in der Immunfixationselektrophorese ein. Aufgrund dessen konnten wir 
das mögliche Potential des Hevylite® Immunoassays bei Patientenproben mit unklarer oder 
fehlender monoklonaler Bande in der Immunfixationselektrophore nicht weiter untersuchen.  
 
Darüber hinaus konnten wir das Potential in der Krankheitsüberwachung als alleinige 
Messmethode durch auserwählte Krankheitsverläufe von Patienten mit Multiplen Myelom 
zeigen. Unsere Befunde unterstützen die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen und 
belegen ebenfalls den Nutzen insbesondere des Hevylite®-IgA-Assays in der 
Krankheitsüberwachung von Patienten mit Multiplen Myelom Typ IgA als Alternative zu 
aufwendigen elektrophoretischen Messverfahren. [44, 60, 64, 63, 71] Unsere Studie schloss 
keine Patienten mit Multiplen Myelom Typ IgM oder Morbus Waldenström ein. Daher konnte 
ein diagnostisches Potential von HLC-IgM-Assays bei der Krankheitsüberwachung, wie es in 
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Online Supplement - Table 1  Intra- and interassay precision of hevylite chain assays 
Within-day Reproducibility Between-day Reproducibility
Mean +/- SD (g/L)
CV
(%)




Mean +/- SD 
(g/L)
CV 
(%) Mean +/- SD (g/L)
CV 
(%)
Range (g/L) HLC IgA κ HLC IgA λ HLC IgA κ HLC IgA λ
11.2 – 44.8 12.6 +/- 0.74 2.97 28.9 +/- 2.38 4.13 12.9 +/- 0.82 3.17 30.8 +/- 3.32 5.39
2.24 – 11.2 9.60 +/- 0.76 3.98 10.4 +/- 0.92 4.42 9.68 +/- 0.86 4.47 10.5 +/- 0.50 2.73
0.56 – 2.24 1.89 +/- 0.06 1.47 1.08 +/- 0.08 3.42 1.96 +/- 0.18 4.33 1.10 +/- 0.12 5.53
< 0.56 0.16 +/- 0.02 4.37 0.12 +/- 0.02 11.1 0.21 +/- 0.08 19.0 0.10 +/- 0.02 11.8
Range (g/L) HLC IgG κ HLC IgG λ HLC IgG κ HLC IgG λ
11.2 – 44.8 25.0 +/- 1.14 2.28 26.0 +/- 0.40 0.77 25.5 +/- 1.98 3.89 26.0 +/- 0.78 1.50
2.24 – 11.2 9.29 +/- 0.18 1.00 5.89 +/- 0.18 1.55 9.40 +/- 0.32 1.73 6.06 +/- 0.66 5.48
0.56 – 2.24 2.10 +/- 0.16 4.03 2.12 +/- 0.50 11.6 2.10 +/- 0.10 2.24 2.09 +/- 0.34 7.94
< 0.56 0.26 +/- 0.02 3.88 0.48 +/- 0.10 10.0 0.26 +/- 0.01 2.52 0.46 +/- 0.14 15.7
Range (g/L) HLC IgM κ HLC IgM λ HLC IgM κ HLC IgM λ
11.2 – 44.8 21.2 +/- 0.56 1.32 21.0 +/- 1.28 3.04
2.24 – 11.2 5.09 +/- 0.14 1.43 4.79 +/- 0.32 3.39 5.22 +/- 0.12 1.06 5.08 +/- 0.68 6.75
0.56 – 2.24 1.39 +/- 0.04 1.40 0.82 +/- 0.02 1.04 1.43 +/- 0.10 3.51 0.82 +/- 0.02 1.63




Within-day and between-day reproducibility are presented for A) HLC IgA κ and λ assays, B) HLC 
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